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5P12‐RANTES,  a  chemokine analogue  that potently blocks  the HIV CCR5 co‐receptor,  is being 18 
developed as both a vaginal and rectal microbicide for prevention of sexual transmission of HIV. 19 
Here, we report the first pharmacokinetic data for 5P12‐RANTES, following single dose vaginal 20 



















In  the  continued  absence  of  an  effective  vaccine  against  HIV,  development  of  vaginally‐39 
administered microbicide products remains a priority biomedical strategy aimed at addressing 40 
the urgent and yet unmet need for reducing women’s risk of sexually‐transmitted infection with 41 







microbicides,  including  the  potential  emergence  of  resistant  viruses  and  their  post‐entry 49 








PSC‐RANTES  is  a  highly  potent  CCR5‐inhibiting  protein  and  an  analogue  of  the  natural  CCR5 58 
chemokine  ligand  RANTES  (39).  PSC‐RANTES  interaction  with  the  CCR5  receptor  leads  to 59 
 4
intracellular  sequestration  of  the  receptor  and  prevention  of  HIV  binding  and  infection  (40). 60 
Although PSC‐RANTES has previously shown full protection in a macaque challenge study (41), it 61 
requires expensive chemical synthesis (28). 5P12‐RANTES, by comparison, is a fully recombinant 62 
analogue  of  PSC‐RANTES  that  was  first  identified  using  a  modified  phage  display  selection 63 




can  be  produced  to  cGMP  standards  using  low‐cost  production  through  industrial  microbial 68 
fermentation  methods  commonly  employed  for  proteins  used  in  the  food  and  detergent 69 
industries  (42,  43).  Furthermore,  this  analogue  inhibits  the  CCR5  receptor  without  inducting 70 
receptor  internalization  or  signal  activation  (42).  This  is  particularly  important  from a  clinical 71 
perspective  as  CCR5  activation  can  induce  inflammation,  a  risk  factor  linked  to  enhanced 72 
susceptibility to HIV infection (44). 73 
 74 
As part  of  our ongoing  efforts  towards developing  sustained  release  vaginal  formulations  for 75 
5P12‐RANTES  (including  new  vaginal  ring  strategies),  we  report  here  for  the  first  time  the 76 








The  low and  intermediate  concentration 5P12‐RANTES gels were clear  viscous gels,  similar  in 84 
visual appearance and viscosity to the placebo microbicide gel.   The high concentration gel, in 85 





thinning pseudoplastic  behaviour, meaning  that  the  viscosity decreases with  increasing  shear 91 
rate.  Apparent  gel  viscosity,  as  measured  by  application  of  the  Power  Law,  also  generally 92 
increased with increasing 5P12‐RANTES concentration (Figure 1B). Significantly higher viscosity 93 
values  were  measured  for  high  dose  gels  compared  to  blank,  low  and  medium  dose  gels, 94 
attributed to the presence of both solid (i.e. dispersed lyophilisate) and dissolved 5P12‐RANTES 95 
in  the  high  dose  gel  and  only  dissolved  5P12‐RANTES  in  the  low  and  intermediate  gels. 96 
Intermediate and low gels had a significantly greater viscosity than the blank gel, attributed to 97 




(including  vaginal  gels)  from  an  applicator  or  through  a  syringe  needle  (Figure  1C)  (45–50). 102 
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In  the  in  vitro  release  testing  study,  a  relatively  low  release/recovery  value  (~50%)  for  5P12‐165 










sufficiently  stable  in  vivo  to  allow  detection  and  measurement  of  the  protein  by  Weck‐Cel 175 
sampling  of  sheep  vaginal  fluid,  as  reported  previously  for  various  small  molecule  HIV 176 
microbicides  (61–64). However,  as previously noted  for  the  in vitro  fusion assay  (39), protein 177 
modifications that may affect 5P12‐RANTES activity can not be completely excluded due to using 178 








































(39, 74),  the 5P12‐RANTES pharmacokinetic data presented here  in sheep  is encouraging and 215 
supports  continued  development  of  5P12‐RANTES  as  a  low‐cost,  stable,  highly  potent,  HIV 216 










A solution of  recombinant 5P12‐RANTES, 7.9 kDa,  (6.4 mg/mL  in 1.7 mM acetic  acid; pH 4.0) 226 
produced as described previously(43) was supplied to Queen’s University Belfast (Belfast, UK) by 227 
collaborators  at  the  Mintaka  Foundation  for  Medical  Research  (Geneva,  Switzerland). 228 
Pharmaceutical grade hydroxyethylcellulose  (Natrosol® 250HX Pharm; HEC) and glycerol were 229 
obtained from Ashland UK Limited (Manchester, UK). Sorbic acid (preservative), sodium chloride, 230 
potassium  hydroxide,  calcium  hydroxide,  lactic  acid,  acetic  acid,  glucose,  and  bovine  serum 231 
albumin  (BSA)  (most  for  preparation  of  simulated  vaginal  fluid) were  purchased  from Sigma‐232 





























































Each gel  (4.0 g) was syringed  into a sealed glass  flask containing SVF  (25 mL) and stored  in a 290 
shaking orbital incubator (Infors HT AGCH‐4103; 37°C, 60 rpm, 25 mm throw).  A 1.0 mL sample 291 
was  taken  periodically  and  replaced with  an  equivalent  volume  of  fresh  SVF.    Samples were 292 
carefully taken from the top of the SVF volume to avoid disturbing or sampling any residual gel 293 














Pharmacokinetic  evaluation of  the  three 5P12‐RANTES  gel  formulations  following  single dose 307 
vaginal administration was conducted at Envigo (Huntingdon, UK) using approximately 3‐year old 308 






intermediate  and  high  concentration  gels  were  then  tested  according  to  the  same  general 315 
schedule.  Each  animal  was  restrained  in  a  comfortable  standing  position  on  the  day  of  gel 316 
administration and a 4.0 g dose administered using a pre‐filled plastic vaginal applicator. Clinical 317 
condition,  body  weight,  and  food  consumption  were  recorded  during  the  study.  Blood  and 318 
vaginal fluid was sampled at multiple time points during all three phases. Blood samples were 319 
drawn from the jugular vein and incubated for a minimum of 60 min at room temperature to 320 




biopsies  (5  mm  diameter)  were  sampled  from  the  dorsal  aspect  of  the  vagina  under  local 325 





Frozen  samples  were  submitted  for  analysis  to  the  Envigo’s  Department  of  Biomarkers, 330 
Bioanalysis and Clinical Sciences (Immunoassay). Briefly, all tissue samples were homogenised in 331 
homogenisation buffer (PBS + 2% Triton X‐100 + protease inhibitor cocktail) at 4°C and kept on 332 




















































































































































































































































































































































































Texture analyser TA‐XT2 
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low  (1.24  mg/g),  intermediate  (6.18  mg/g)  or  high  (32.0  mg/g)  dose  of  the  CCR5  inhibiting 624 
peptide, as detected by ELISA.  Gels were incubated in simulated vaginal fluid, 37°C, throughout 625 
the study, n=3, mean ± SEM.  626 
 34
   627 
Figure 3. Pharmacokinetic 
concentrations of 5P12-RANTES in (a) 
vaginal fluid, (b) vaginal tissue, and (c) 
serum of sheep following single dose 
vaginal administration of 
hydroxyethylcellulose (HEC) gels 
containing low (1.24 mg/g), 
intermediate (6.18 mg/g) and high 
(32.0 mg/mL) concentrations of 5P12-
RANTES. Plot symbols represent 


































1.24 mg/g (4.94 mg)  869 ± 167  8.0, 1–12  15100 ± 2600    3.09 ± 3.23  5.0, 2–12  46.4 ± 52.0 
6.18 mg/g (24.7 mg)  7920 ± 7890  3.5, 1–12  71300 ± 58900    27.6 ± 29.7  4.0, 1–96  243 ± 279 
32.0 mg/g (128 mg)  12800 ± 17300  7.0, 1–12  130000 ± 172000    33.0 ± 26.6  3.0, 2–12  258 ± 192 
